Introduction
A��-������� ��cu��� ����������o� (AMD) �� � ��o�������� �y� co�����o� ��� ��� ������� c�u�� of ������ ����o� �o�� ���� �ff�c�� ��� ��cu��, w��c� �� ��� �����-��������� ����� ����u� ������ �� ��� b�ck of ��� �y� �� ��� ������, �� o���� ��u���. AMD c�u��� � �u�b�� of co����c���o��, �uc� �� b�u�������, ���k ����� o� ����o���o�, w��� c������ ����o� (1) . C�o�o���� ��o���cu����z�-��o� (CNV) �� � co��o� �y���o� of ��� 'w��' fo�� of AMD, w��c� �� ��� �o�� �����c�� �y�� of AMD. CNV ���o����
3,3'-Diindolylmethane inhibits VEGF expression through the HIF-1α and NF-κB pathways in human retinal pigment epithelial cells under chemical hypoxic conditions
��� ���ou���� of ��w b�oo� ������� ���� o�������� f�o� ��� c�o�o�� u���� ��� ��cu�� ���� �o�� ���ou�� � b���k �� B�uc�'� ���b���� ��� ������� ������� ��������u� (RPE) �o ���c� ��� �ub������� ���c� (2) . T���� b�oo� ������� ���k b�oo� ��� fluid that damages photoreceptor cells. The overexpression of ���cu��� ���o������� ��ow�� f�c�o� (VEGF), � �o���� ���cu��� ���o������� c��� ���o���, ������� �o ���y � �o�� �� ��� �����o�-���� of CNV. T�� RPE �� � �o�o��y�� of ��������� c���� of ��� ������. R������ ������� ���������� c���� (RPE c����) ���y �� ���o����� �o�� �� ��� ����ocy�o��� of ������� ��o�o��c���o� ���b�����, ��� ������o�� of �u������� f�o� ��� ���cu��� c�o�o��, ��� fo�����o� of ��� b�oo�-������� b������ ��� �� ��� �b�o����o� of �c������� ����� (3) . Hypoxia, a condition in which the body is deprived of a suffic���� o�y��� �u���y, �� � �o���� ���uc�� of VEGF o�����������o� ���ou�� �� �ccu�u����o� of �y�o���-���uc�b�� f�c�o�� (HIF�) �� CNV (4) . HIF-1 co������ of �� o�y���-���u����� ���uc�b�� HIF-1α �ubu��� ��� � co�����u�����y ��������� HIF-1β �ubu���. U���� �y�o��c co�����o��, HIF-1α �� ���b���z�� ��� �ccu�u-�����. I� ���� ������z�� w��� HIF-1β ��� ������oc���� �o ��� �uc��u�, fo����� ��� �c���� HIF co����� (5) . Ac������� HIF ���� b���� �o � �y�o��� ����o��� ������� (HRE) ��� �c������� ��� �����c�����o� of ������ �����, �uc� �� VEGF, w��c� �� � c����c�� ����o����c f�c�o� �� CNV (4) . T����fo��, ��� ����b���o� of ��� HIF ����w�y ��y b� �� �����c���� �������u��c �������y fo� CNV.
3,3'-D����o�y�������� (DIM) (F��. 1A) �� � ��jo� co��ou�� ���� �� ������� f�o� ��� �������o� of ���o��-3-c��b��o�, w��c� �� fou�� �� c�uc�f��ou� ������b���, �uc� �� b�occo��, B�u����� sprouts, cabbage, cauliflower and kale (6) . DIM has been shown �o ���� �u���ou� �o������� ����-c��c�� ��o������� �� b�����, ��o����� ��� co�o��c��� c��c�� (7) (8) (9) . A���ou�� DIM ��� b��� ��ow� �o ����� ����-����o����c �ff�c�� (10) , �o ��� b��� of ou� k�ow�����, ����� ��� �o ������b�� ��u���� �o ���� o� ��� �ff�c�� of DIM o� CNV. T�u�, �� ��� ������� ��u�y, w� ������������ ��� ����-����o����c �ff�c�� of DIM ��� ��� �ff�c�� o� ��������� ����w�y� u���� ��� �u��� RPE c��� ����, APRE-19. Statistical analysis. D��� ���u�� ��������� ��� ����� ± ����-���� ���o� of ��� ���� (SEM). T�� ��������c�� �����f�c��c� of ��� ��ff����c�� b��w��� ��� ���� ���� w�� ����u���� u���� ANOVA. D��� w��� ����yz�� ��� ��o���� o� ������ u���� G����P�� P���� �of�w��� (G����P�� Sof�w���, L� Jo���, CA, USA). A ���u� of �<0.05 w�� co�������� �o ����c��� � ��������-cally significant difference. ���� w��� ���oc�o������ ROS ��������o�. T�� ARPE-19 c���� w��� ������� w��� CoC� 2 fo� 2 � �� ��� ������c� o� �b���c� of YCG063, � ���oc�o������ ROS ����b��o�. P��-��������� w��� YCG063 resulted in a significant attenuation of CoC� 2 -���uc�� �38 MAPK ��o���o�y����o� (F��. 6B). T���� ���u��� ����c��� ���� ��� ��������o� of ���oc�o������ ROS ���uc�� by ���o�u�� �o �y�o��� ������ �� �� u������� ������ fo� ��� ���uc��o� of VEGF ��o�uc��o� by �38 MAPK �c������o�. Fu������o��, �o ��uc����� ��� �ow������� ������ ����o���b�� fo� ��� ���uc��o� of VEGF ��o�uc��o� by �38 MAPK �c������o�, w� ������������ NF-κB �c������o� by w������ b�o� ����y��� of ��� c��� �uc���. W��� ��� ARPE-19 c���� w��� ������� w��� ��� �38 MAPK ����b��o�, SB203580, ��� ������oc���o� of NF-κB w�� ���uc�� u���� �y�o��c co�����o�� (F��. 6C).
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U���� �y�o��c co�����o��, RPE c���� ������� ����ou� ��ow�� factors, resulting in angiogenesis, fibrovascular tissue forma��o� ��� ������� �b����o� (14) . A�o�� ��� �y�o���-����u����� ��ow�� f�c�o��, VEGF �� � ���o��� ���u���o� of ���cu�o������� ��� ����o������� �� CNV (4). I� ��� ������� ��u�y, w� �������-����� w������ DIM ����b��� VEGF ��c����o� f�o� ARPE-19 c���� ����u����� w��� CoC� 2 (�o ����c �y�o��c co�����o��). CoC� 2 �� co��o��y u��� �� � �y�o���-������c ����� ��, ������� �o �y�o���, �� b�ock� ��� ���������o� ��� ��u� ���uc�� ��� �ccu-�u����o� of HIF-1α ��o���� (15) . A� ����c���, ��� ��c����o� of VEGF significantly increased under chemical hypoxic condi��o�� w���ou� ��y cy�o�o��c��y. How����, ��� ��c������ ������ of VEGF secretion were significantly inhibited by treatment w��� 10 ��� 20 µM DIM u���� �y�o��c co�����o�� (F��. 2). T��� ��u�y ���o�������� ���� DIM ����b��� ��� CoC� 2 -���uc�� ��o�uc��o� of VEGF by �u��������� ��� �c������o� of NF-κB ��� HIF-1α.
I� ��� b��� ���o���� ���� ���ou�� ��� HIF �����c�����o��� co�����, �y�o��� ���uc�� ��� ��o�uc��o� of VEGF (16, 17) . HIF-1α ���y� � c����c�� �o�� �� CNV. T����fo��, ��� ����b���o� of ��� HIF ����w�y off��� �� �����c���� �������u��c �������y fo� CNV. W� ��u� ������������ w������ DIM �����u���� ��� ������oc���o� of HIF-1α �o ��� �uc��u� ��� b������ �o HRE of ��� VEGF ��o�o���. T�������� w��� DIM �����u���� HIF-1α �ccu�u����o� (F��. 3A) ��� HIF-1α-��������� b������ �c�����y (F��. 3B). To ����fy w������ �y�o��� ���uc�� ��� ��o�uc��o� of VEGF ���ou�� ��� HIF �����c�����o��� co�����, w� u��� �� HIF-1α ����b��o� ��� ��RNA ������� HIF-1α u���� c����c�� �y�o��c co�����o��. A� ����c���, ou� ���u��� �������� ���� PX-478 (�� ����b��o� of HIF-1α) ��� ��HIF-1α ����b���� VEGF ��o�uc��o� �� ��� CoC� 2 -����u����� ARPE-19 c����, �u�������� ���� DIM ��y b� u��fu� fo� ocu��� ��o���cu����z�-��o� ���ou�� ��� �ow����u����o� of HIF-1α �c������o�.
I� ��� b��� ���o�������� ���� ROS ���uc�� ��� ��������o� of VEGF (18) ��� �� c�uc��� fo� ��� ���uc��o� of ����o������� (19 
